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論文内容の要旨
第一章序論
へムタンパク質はへム(プロトポルフィリン IX-Fe3+錯体)とタンパク質から形成される金
属タンパク質である。酸素などのガス分子の運搬や貯蔵、電子伝達、酸化反応など、様々
な機能を持つへムタンパク質が知られている。近年、従来から知られているこれらのへム
タンパク質以外に、ヘムがガス分子のセンサー受容器としての役割を果たすガスセンサー
タンパク質や、ヘムの結合や解離が機能を制御するへムーセンサータンパク質といった、新
しい種類のへムタンパク質が報告され、へムの興味深い機能として注目されている。本研
究の対象であるガスセンサータンパク質は、ヘム結合センサードメインと機能ドメインか
ら構成されている。酸素、一酸化炭素、及び一酸化窒素のようなガス分子はへムに結合し、
センサードメインのタンパク構造が変化する。その構造変化がシグ、ナルとなって機能ドメ
インに伝達され、その結果、機能ドメインでの触媒活性や転写活性などがスイッチ on/ off 
される。本研究では、センサードメインにグロビンフォールドを持つ、 2 つのグロビン結
合型酸素センサー酵素の構造機能相関について研究を行った。
第二章 大腸菌由来グロビン結合型ジグアニル酸シクラーゼ YddV に関する研究
cyclic-di-GMPは微生物の病原性、運動性、細胞間粘着作用、バイオフィルムの合成など様々
な生理機能の発現に重要な働きをする新規のセカンドメッセンジャーである。大腸菌の酸
素センシングにおいて、へム制御酸素センサー酵素Ec DOSは酸素濃度に応じてかdi-GMP
をpGpGへと環開化反応を触媒する。一方、 YddVは 2 分子のGTPからかdi-GMPの合成を触
媒すると推定されている。 yddVと dos (yddU)はオベロンを形成しており、同時に転写、翻
訳されることが知られている。 YddVはN末端にグロピン様へム結合ドメイン、及びC末端
にGGDEF配列を持つジグアニル酸シクラーゼドメインとからなる酵素である。しかし、
YddVについて仕現在まで精製した酵素の活性やその性質についての報告はない。本研究で
は、 c-di-GMPの合成に関わる新規酸素センサー酵素YddVの酸素センシングの分子機構を調
べる目的で、大腸菌K-12株より、 yddV遺伝子をクローニングし、大量発現系を構築した。
精製した酵素の酵素活性、酸素の酵素活性への影響、吸収スペクトル、酸素結合速度、自
動酸化速度、及び共鳴ラマンスベクトルなどを測定し、酸素センシング、及びへムによる
反応制御の分子機構の解明を試みた。また、酸素の認識機構の解明のため、酸素結合部位
であるへム遠位に存在すると推定されるアミノ酸の変異体を作製し、酸素結合や酸素化型
の安定性におけるそれらアミノ酸の役割について考察した。その結果、 His98はへムの結合、
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またTyr43、及びGln60は酸素化型の安定性に重要な役割を果たすことが示唆された。故に、
YddVは大腸菌において酸素センサーとして重要な機能を果たしていると推定された。
YddVの酵素活性におけるへム、及び酸素の役割について議論する。
第三章 アナエロミクソバクタ一種 Fwl09-5 株由来グロビン結合型ヒスチジンキナーゼ、に
関する研究
二成分情報伝達系はヒスチジンキナーゼとレスポンスレギュレータの 2 つのタンパク質か
ら成り立っている。ヒスチジンキナーゼは酸化還元、温度変化や浸透圧など外界からの様々
なシグナルに応答して、自身のヒスチジンをリン酸化する。その後、レスポンスレギュレ
ータのアスパラギン酸へとリン酸基を転移し、最終的にアウトプットとして、酵素活性や
転写活性、走化性などの様々なプロセスを制御している。本研究では土壌粘液細菌アナエ
ロミクソパクタ一種 Fwl09-5 株のゲノム中に、機能未知の二成分情報伝達系に関わる遺伝
子を同定することに成功した。アミノ酸配列の解析より、 Anael09 2438 は N 末端にグロ
ビンドメインを持ち、 C 末端にヒスチジンキナーゼを持つ機能ドメインとから構成される
センサータイプのヒスチジンキナーゼではないかと推定された。ゲノム上で隣に位置する
Anael09 2439 は 2 つのレシーバードメインから構成されるレスポンスレギュレータであ
ると推定された。本研究では、この新規のグロビン結合型ヒスチジンキナーゼ(GcHK)の構
造機能相関を調べる目的で、タンパク質の大量発現系を構築した。精製した酵素の酵素活
性、酸素の酵素活性への影響、吸収スペクトル、酸素結合速度、及び共鳴ラマンスベクト
ルなどを測定し、酸素センシングによる反応制御の分子機構の解明を試みた。その結果、
GcHK は Fe(II)では不活性であるが、酸素が結合し Fe(II)-02 になると活性を示すことが明
らかとなった。また、 His183 が自己リン酸化部位であることがわかった。また、酸素の認
識機構の解明のため、酸素結合部位であるへム遠位に存在すると推定されるアミノ酸の変
異体を作製し、酸素結合や酸素化型の安定性におけるそれらアミノ酸の役割について考察
した。その結果、 His99 がへムの結合性、及び Tyr45 が酸素化型の安定性に重要な役割を
果たすことが示唆された。 GcHK は土壌粘液細菌にのみ存在することから、土壌粘液細菌
に特異的な生理機能を制御している可能性が示唆された。
第四章結論
本研究では 2 つのグロビン結合型酸素センサー酵素について構造機能相関について研究を
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行った。これら 2 つの酵素は異なる機能ドメインを保持し、異なる酵素活性を持っている
が、センサードメインには共通したグロビンフォールドを持っている。さらに、酸素がへ
ムに結合することによって触媒反応が活性化されるという点、また、酸素結合にはへム遠
位に存在する Tyr が重要な役割をするという点においても類似していた。
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論文審査結果の要旨
ガスセンサー蛋白質は近年注目されている新しいへム蛋白質である。その一種であるグロビン
結合型酸素センサーは N 末端にへム結合グロビンドメインと C 末端に触媒ドメインとからなる蛋
白質である。これらの酵素は酸素などのガスの結合に伴い、酵素活性が上昇する。北西健一提出
の論文は 2つの新しいグ、ロビン結合型酸素センサー酵素を発見し、その構造機能相関について詳
細に解析したものである。
当初、大腸菌の yddV遺伝子は機能未知であったが、アミノ酸配列解析から N 末端にへム結合グ
ロビンドメインと C 末端に c-di・GMP 合成ドメインからなる蛋白質であった。 c-di-GMP は微生物
のバイオフィルム形成や運動性において重要なセカンドメッセンジャーで、ある。 YddV は酸素が結
合すると c-di-GMP 合成活性が上昇することが明らかとなった。また、変異体解析から酸素認識に
は T戸43、及び Gln60、へムの結合には His98 が重要な役割を果たすことが明らかとなった。ま
た、 yddV 遺伝子を欠損した大腸菌や過剰発現させた大腸菌を用いて、運動性、及びバイオフィル
ム形成における yddV 遺伝子の役割について調べた。本研究より、 YddV は大腸菌の運動性、及び
バイオフィルム形成に重要な酸素センサー蛋白質であることが明らかとなった。以上の結果は、
大腸菌の酸素濃度感知システムの解明に寄与する可能性があるものである。
土壌粘液細菌 Anaeromixobacter sp. Fwl09-5 由来の二成分情報伝達系に関わるヒスチジンキナー
ゼAnae109 2438 とそのレスポンスレギュレータであるAnae109 2439 を同定し、その構造機能相
関について詳細に調べた。アミノ酸配列解析からAnael09 2438 は N 末端にへム結合グロビンドメ
インと C 末端にヒスチジンキナーゼドメインからなる蛋白質であり、 GcHK (Qlobin-foupled 
Histidine J9nase) と名付けた。その結果、 GcHK は酸素が結合すると自己リン酸化活性を示すことが
明らかとなった。また、変異体解析から自己リン酸部位は His183、酸素の結合には乃r45、及びへ
ムの結合には His99 が重要な役割を果たすことが明らかとなった。本研究より、 GcHK は土壌粘液
細菌のシク守ナル伝達に重要な酸素センサー蛋白質であることが明らかとなった。これらの結果
は、将来的には病原菌に対する治療に応用できる重要な情報を含む可能性がある。
これらの研究は著者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
示している。したがって、北西健一提出の論文は博士(生命科学)の博士論文として合格と認め
る。
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